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Disease  Status of PDIA3   Association with Disease  Reference 


























































































































































































































































































































































































Supplier  Type Abbreviation Catalogue number 







Falcon®  6‐well plate  ‐  353934 
Falcon®  24‐well plate  ‐  353226 
Nunc  96‐well plate (clear)  ‐  167008 
IncuCyte®  96‐well image‐lock plates  ‐  4379 












IF/IHC/WB IF IHC WB 
Beta‐catenin  Mouse monoclonal  Merck  MAB2081  1:600  ‐  ‐  1.5/‐/‐ RT/‐/‐
Collagen1α1  Rabbit polyclonal IgG  NovusBiotechnic  NB600408  1:400  ‐  ‐  1.5/‐/‐ RT/‐/‐





Abcam  ab9484  ‐  ‐  1:1000  ‐/‐/2  ‐/‐/RT 





3501   ‐  ‐   1:2000  ‐/‐/2  ‐/‐/RT 
PDIA3/ERp57   Mouse monoclonal 
(Map.ERp57) IgG1  
Abcam   Ab13506   ‐  1:500  1:2000   ‐/0.5/2  ‐/RT/RT 
PDIA3/ERp57 (C‐terminal)  Rabbit polyclonal IgG  Abcam  Ab137456  ‐  1:500  1:2000   ‐/0.5/2  ‐/RT/RT 
α‐Tubulin  Mouse monoclonal  Sigma  T9026  ‐  ‐  1:1000  ‐/‐/2  ‐/‐/RT 
Vinculin  Mouse monoclonal  Sigma  V4505  1:300  ‐  ‐  1.5/‐/‐  RT/‐/‐ 
Table 2.6 Primary antibodies. Key: IF: Immunofluorescence; IHC: Immunohistochemistry, WB: Western blot, O/N: overnight, RT: Room temperature 
Antigen Antibody Supplier Cat. Num.  Dilution 
IF IHC WB 
Mouse IgG  Alexafluor®488 conjugated 
polyclonal goat IgG 
Life  A11001  1:200  ‐  ‐ 
Mouse IgG (Fab specific) FITC-conjugated goat IgG Sigma F8771 1:500 - -
Mouse IgG, IgA, IgM HRP-conjugated goat IgG LI-COR 926-80010 - - 1:50000
Rabbit IgG TRITC-conjugated sheep IgG Novex A16177 1:500 - -
Rabbit IgG, IgA, IgM HRP-conjugated goat IgG LI-COR 926-80011 - - 1:50000


















































































































































































































































































































































MDA‐MD‐231  PE  40  M  Absent  Basal 
ER‐/PgR‐
HCC1937  P  24  ‐  Absent  Basal 
ER‐/PgR‐ 
MCF7  PE  69  wt  Absent  Luminal 
ER+/PgR+

























































































































































































    PACMA‐31  16F16 










  MDA‐MB‐231  N/A  Ambiguous  0.9462 4.871 
MCF‐7  0.8031 1.676 0.9749 2.512 

































































	 	 	 	 	 	
	 	 	 	 	












































































































































































































































































































































































































































































































































HCC1937 Cells (basal)  16F16  PACMA‐31  DMSO 
+Inhibitor on Glass 
 (with time) 
Cellular Attachment  Reduced  ≈  = 
Cellular Spreading  Reduced  ≈  = 
F‐Actin Organisation (L/S/F)  U  N  U  C  U  C  C  U  C 
+Inhibitor in Scratch 
Wound Assay 




Cellular Attachment  Reduced  Reduced  = 





≈  ≈      =  = 
  Pdia3‐/‐CM WT CM  FGM 
+CM from MEF   
on Glass 
Cellular Attachment  ≈  Increased  = 
Cellular Spreading  ≈  Increased  = 
F‐Actin Organisation (L/S/F)  C  U  C  C  C  C  C  U  U 
 
MDA‐MB‐231 Cells (basal)  16F16  PACMA‐31  DMSO 
+Inhibitor on Glass 
 (with time) 
Cellular Attachment  Reduced  Reduced  = 
Cellular Spreading  Reduced  Reduced  = 
F‐Actin Organisation (L/S/F)  U  LC LC C  C  C  C  C  C 
+Inhibitor in Scratch 
Wound Assay 





?  ?      =  = 
  Pdia3‐/‐CM WT CM  FGM 
+CM from MEF   
on Glass 
Cellular Attachment  Reduced  Reduced  = 
Cellular Spreading  ≈  Increased  = 
F‐Actin Organisation (L/S/F)  U  U  C  C  C  C  C  C  C 
 
MCF‐7 Cells (luminal)  16F16  PACMA‐31  DMSO 
+Inhibitor on Glass 
 (with time) 
Cellular Attachment  Reduced  Reduced  = 
Cellular Spreading  Reduced  ≈  = 
F‐Actin Organisation (L/S/F)  N  N  U  U  U  C  U  U  C 
+Inhibitor in Scratch 
Wound Assay 





≈  ≈      =  = 
  Pdia3‐/‐CM WT CM  FGM 
+CM from MEF   
on Glass 
Cellular Attachment  ≈  ≈  = 
Cellular Spreading  Reduced  ≈  = 
F‐Actin Organisation (L/S/F)  U  N  C  U  U  C  U  U  C 
Table 4.1 Summary of Data from Results. (Reduced/≈/=): each cell line compared to the control condition 
(right). Key: C – Commonly seen, F‐ filopodia, L‐ Lamellipodia, LC‐ less common, N‐ never seen, U‐ 
Uncommon, Black fill – experiment not performed, ? – unclear results, ≈ ‐ very similar, = ‐ identical. Colour 
code: Reduced/N‐ red, ≈/U‐ yellow, Increased/C‐ Green, LC‐ light green. ‘Reduced’ (red fill) was significantly 
reduced compared to ‘Reduced’ (white fill) and control condition.   
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grow and resist apoptosis. The data presented demonstrated that inhibition of PDIA3 caused a substantial 
reduction in cell area and cell attachment (in vitro parameters associated with a migratory phenotype) 
compared to control or PACMA‐31 treatment in all three cell lines (Table 4.1). This effect was increased 
with time of 16F16 treatment. In terms of cellular spreading, both PACMA‐31‐ and DMSO‐treated cells 
increased in cell area over 24h, whereas cells treated with 16F16 barely increased in area. This suggests 
PDIA3 activity is essential for cellular spreading. The reduction in attachment was less variable at 12h and 
24h timepoints, implicating PDIA3 in long‐term adhesion as well as initial adhesion in these cell lines. 
 
As the changes in cellular morphology and F‐actin cytoskeleton suggested that the migratory capacity of 
the cell would be decreased, the differences in cell morphology between the three cell lines were also 
analysed by immunofluorescence for F‐actin (Yamaguchi and Condeelis, 2007). HCC1937 cells were slower 
to spread out than MDA‐MB‐231 cells, with a deeper z‐volume, and were more epithelial‐like in 
morphology. HCC1937 formed extensive filopodia but less lamellipodia and stress fibres (Table 4.1). The 
basal subtype of breast cancer is known to be genetically and phenotypically diverse between patients and 
this somewhat explains this discrepancy. However, this phenotypic variability could represent the 
difference between the primary and secondary tumour. MDA‐MB‐231 were isolated from a pleural effusion 
and so are metastasised cells, whereas HCC1937 cells were taken from a primary tumour which was known 
to have metastasised. In this case, cells isolated from the primary tumour appear less migratory than 
metastasised cells, but comparisons between more cell lines or tumour explants would be needed to 
establish if this is a general difference.  
 
Fluorescence microscopy of MCF‐7 cells for F‐actin revealed the formation of long, irregular protrusions 
that detached during the staining process. This suggests weak adhesion to glass, especially given that MCF‐
7 cells have a much more chaotic morphology and F‐actin structures than the other two cell lines. 
 
In the interest of time, vinculin was not stained for with F‐actin. However, vinculin localised at apparent 
focal adhesions in MDA‐MB‐231 cells (Figure 3.3). Therefore, it would be interesting to stain for vinculin in 
all these cell lines and observe if F‐actin stress fibres, anchored by vinculin, are decreased in response to 
PDIA3 inhibition, growth on ECM produced by PDIA3‐inhibited breast cancer cells, or growth in CM from 
Pdia3‐/‐ MEF. This would be a good parameter correlating with migratory potential because focal adhesions 
are essential for contractile migration and implicated in tumour progression (Goldmann et al., 2013). 
 
A direct way of testing the migratory capacity of cells is the in vitro ‘scratch‐wound’ assay. It has been 
shown to be predictive of migratory capacity of cells in vivo. It is predicted that cells of a highly migratory 
phenotype (i.e. highly mesenchymal) will seal the wound the fastest (Justus et al., 2014). The data here 
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show that reduced migratory capacity was associated with PDIA3 inhibition in all three cell lines using in 
vitro 2D collective migration assays (Table 4.1). Moreover, both basal lines exhibited reduced rate of 
closure in response to 16F16 compared to PACMA‐31, indicating a clear reliance on PDIA3 for 2D collective 
migration. MCF‐7 cells did not show this difference but there were technical issues with this cell line. Due to 
reduced cell‐substratum attachment compared to the other cell lines, the act of scratching often peeled 
away too many cells, resulting in uneven scratches. Performing the tests in DMEM containing 10% FBS 
instead of FGM only partially solved this problem and so data for MCF‐7 cells are less reliable than for the 
other two cell lines. According to their molecular subtype, it was expected that MDA‐MB‐231 and HCC1937 
cells would be most migratory and would rapidly seal the wound. However, the rate of initial closure was 
by far the slowest in HCC1937 cells (Figure 3.11) showing that they are less migratory even than MCF‐7 
luminal cells. HCC1937 rarely sealed the wound in 48h. This suggests that the molecular subtype, at least 
for these cell lines, are not reliable predictors of 2D migratory capacity. Although indicative of in vivo 
migratory capacity, it would be unwise to assume the results of scratch assays wholly represent in vivo cell 
behaviour. It is widely accepted that regulation of cells in a 3D context is different to how they behave in 2D 
culture and so this experiment should be repeated using 3D invasion assays of hydrogels/collagen matrices 
(Rommerswinkel et al., 2014), transwell inserts (Justus et al., 2014), or in vivo. 
 
The cell viability experiments showed substantial cell death in response to 16F16 alone after 48h treatment 
(especially in HCC1937 cells) (Figure 3.19). Therefore, despite only a few cells visibly undergoing 
apoptosis/necrosis in the adhesion and migration experiments, it is possible that extended PDIA3 inhibition 
resulted in substantial cell death which may have reduced attachment, cell area, or scratch‐wound closure 
either directly or via cell death substrates. However, this was not assessed formally, so future experiments 
should investigate cell death in each type of experiment. For example, incubation with resazurin salt 
solution to compare overall cell viability (section 2.7.9). 
 
A substantial cause of mortality from cancer is the acquisition of resistance to chemotherapeutics (Coley, 
2008). The experiments demonstrated that inhibition of PDIA3 has no clear effect on sensitising these three 
breast cancer cell lines to 5‐FU or CP (Figure 3.19, Table 4.1). However, this was a limited study and, given 
that PDIA3 has been implicated in stress and apoptosis pathways (section 1.4.4.2), it seems likely that it 
could be involved in pathways associated with chemotherapeutic‐mediated cytotoxicity. To assess this, 
knockdown of PDIA3 using siRNA should be used in parallel with combinations of a wider range of 
chemotherapeutic compounds in a high‐throughput assay on these breast cancer lines. As a priority, 
paclitaxel should be tested because miRNA‐148a‐mediated reduction of PDIA3 protein content sensitised 
an ovarian cancer cell line to paclitaxel‐mediated killing (Zhao et al., 2015b).  
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4.2 THE PDIA3‐DEPENDENT SECRETOME AND BREAST CANCER CELL‐FIBROBLAST 
COMMUNICATIONS 
Much literature has implicated the TME as a key driver of tumour progression, with specific focus on the 
ECM driving transformation and migratory capacity (Kaushik et al., 2016; Pickup et al., 2014). Also, PDIA3 
has been shown to be important in the secretion of ECM and ECM‐associated proteins (section 1.4.4). 
Therefore, experiments assessed whether the effects on breast cancer caused by PDIA3 inhibition could 
relate to secreted, PDIA3‐dependent products. ECM produced by HCC1937 cells under 16F16 treatment for 
48h was shown to reduce cell area of naïve HCC1937 cells in comparison to DMSO or PACMA‐31, and cell 
attachment relative to DMSO (Figure 3.12, Table 4.1). This suggests that PDIA3 is important in the 
production and/or secretion of ECM that is supportive of breast cancer cell attachment and spreading. 
 
Collagen and FN represent two key components of the interstitial ECM that are upregulated and highly 
cross‐linked in breast cancer (Kaushik et al., 2016). In this study, the collagen and FN components of ECM 
produced by HCC1937 cells under PDIA3‐inhibited and control conditions failed to form fibrils after 
secretion (Figure 3.12). For collagen, this could be due to needing longer than 48h to develop fibrils (Rosini 
et al., 2018). Importantly, the breast cancer cells were shown to produce these ECM components, which 
implies that these cells are not fully epithelial and have undergone partial EMT (Jacobs et al., 2008). The 
production of ECM components by these cancer cells and the fact that their ECM is supportive of naïve 
breast cancer cell attachment and spreading provides further evidence for a role of breast cancer cells in 
regulation of the pro‐tumorigenic ECM. Also, the reduction of this support when ECM was produced under 
16F16 treatment implicates the PDIA3‐dependent secretome of these cancer cells in the production of 
cancer‐supporting ECM. However, this was only assessed in HCC1937 cells and so needs to be extended to 
the other cell lines. Ideally, this will then provide a platform to study the secretomes and organisational 
changes to the ECM both in vitro and in vivo in response to inhibition or knockdown of PDIA3. 
 
Evidence that HCC1937 cells have undergone EMT, enabling interstitial ECM component production, is the 
presence of nuclear β‐catenin in these cells (Figure 3.3). This is indicative of an active WNT signalling 
pathway that is associated with EMT and de‐differentiation (Zhan et al., 2017). These findings are 
supported by previous reports of active, nuclear β‐catenin in HCC1937 cells by various in vitro cellular 
assays and Western blotting (De et al., 2016; Xu et al., 2015). Nuclear β‐catenin was also present in the 
other cell lines, which suggests that they too have active WNT signalling and are likely to be partial‐EMT 
cells capable of fibroblast‐like ECM secretion. However, other studies have shown that β‐catenin is mainly 
nuclear in MDA‐MB‐231 cells but mainly cytoplasmic or membrane bound in MCF‐7 cells (Jamieson et al., 
2016; Uchino et al., 2010) which is directly opposed to data displayed in Figure 3.3. An interesting 
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extension would be to assess other EMT markers, such as E‐cad/N‐cad, SNAIL or TWIST, to assess their EMT 
status in response to PDIA3 inhibition. 
 
These experiments also showed that cell attachment and spreading to coverslips coated in ECM was 
increased compared to cells plated onto plain glass. In 1 hour, HCC1937 cells attached and spread on ECM 
to reach cell areas comparable to 24h of attachment on glass. Even cells treated with 16F16 had a larger 
area on ECM after 1h than after 24h on glass. This implies that, although the ECM deposited was less 
supportive of adhesion because of PDIA3 inhibition, the presence of any ECM is much more supportive than 
plain glass. The result may point to a subtler role for PDIA3 in production of ECM that supports cancer cells. 
It would be interesting to perform comparative proteomic analysis on cell lysates and CM from PDIA3‐
inhibited versus control cancer cells (as performed on Pdia3‐/‐ MEF by Dr. Andrew Hellewell) to assess the 
profile of PDIA3‐dependent proteins. This would test the hypothesis that PDIA3‐dependent proteins are 
similar between human and mouse as well as providing insight into downstream targets of PDIA3 involved 
in production of ECM that supports human breast cancer cell attachment and spreading. 
 
To complement the results of the ECM‐based experiment using the PDIA3 inhibitor, effects on breast 
cancer cells of CM from (mouse) fibroblasts was examined. MEF were used because a Pdia3‐/‐ cell line 
already existed and mouse and human PDIA3 are 90% similar (UniProtKB, Swiss‐Prot reviewed). Fibroblast‐
cancer cell communication is important to the TME (Luo et al., 2015). Evidence was detailed for PDIA3‐
dependent communications between fibroblasts and cancer cells which promoted breast cancer cell area, 
migratory F‐actin structures and, potentially, cell attachment (Figure 3.15, Table 4.1). The CM from WT‐
MEF was supportive of cancer cell spreading and migratory F‐actin structures, but not necessarily 
attachment. CM from Pdia3‐/‐ MEF was less supportive of cellular attachment and spreading, producing 
results similar to growth in plain FGM. Together, these data implicate the PDIA3‐dependent secretome of 
MEF in supporting breast cancer cell behaviour associated with migration. The results also demonstrate 
that the supportive effect of secreted products is at least partially due to factors in solution in CM as 
opposed to an ECM layer. An interesting extension of this experiment would be to plate naïve cancer cells 
onto ECM produced by Pdia3‐/‐‐MEF or WT‐MEF to see if the effects produced by CM relate to ECM.  
 
To validate these results, a Pdia3‐/‐ human mammary fibroblast cell line would be ideal for further 
fibroblast‐cancer cell communication experiments. 
 
MCF‐7 cells were the main exception to the above‐described results with CM. This difference could have 
been caused by MCF‐7 cells displaying mild morphological differences when grown in FGM compared to 
DMEM containing 10% FBS, so the effect of CM was obscured by the effect of the FGM. Also, CM was 
produced over 24h and so there will be waste products from the fibroblasts in the CM that may have 
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affected each cell line differently. Finally, as the first experiment was performed on MCF‐7 cells, there may 
have been human error that affected the results. 
 
4.3 CONTRIBUTION TO KNOWLEDGE 
The novel research findings of this study are: 
1. Pharmacological inhibition of PDIA3 in these breast cancer cells reduces in vitro characteristics 
associated with migration, including morphology and 2D migration. 
2. Conditioned media from Pdia3‐/‐ MEF also reduces the migratory phenotype of these breast cancer 
cells. 
3. Inhibition of PDIA3 reduces the cancer‐supportive nature of ECM secreted by HCC1937 cells. 
4. 16F16 has distinct effects from PACMA‐31 on these cell lines. 
 
Together, these results suggest a role of PDIA3 in promoting the pro‐migratory phenotype of breast cancer 
in vitro and are summarised in Figure 4.1. 
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Figure 4.1 Summary Figure. Figure summarising the predicted effects of PDIA3 based upon the in vitro 
effects of PDIA3 inhibition or loss‐of‐function on breast cancer cell phenotypes.
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